&R

i BOLETIN LATINOAMERICANO Y DEL CARIBE

i@ | UNIVERSIDAD N>
DE PLANTAS MEDICINALES Y AROMATICAS Bl
" DE SANTIAGO 17 (1): 68 - 83 (2018) Qcpl l .0.
fwamed | DE CHILE ©/ ISSN 0717 7917 / www.blacpma.usach.cl

Articulo / Article

Toxicidad, genotoxicidad y actividad anti-Leishmania de aceites esenciales
obtenidos de cuatro (4) quimiotipos del género Lippia

[Toxicity, genotoxicity and anti-Leishmania activity of essential oils obtained of four chemotypes of Lippia genus]

Laura Fernanda Neiral, Julio Cesar Mantilla2, Elena Stashenko® & Patricia Escobar?!

ICentro de Investigacion de Enfermedades Tropicales (CINTROP)
2PAT-UIS, Escuela de Medicina, Departamento de Patologia
3Centro de Investigacion en Biomoléculas (CIBIMOL, CENIVAM)
Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia
Contactos | Contacts: Patricia ESCOBAR - E-mail address: pescobar@uis.edu.co

Abstract: Essential oils (EOs) belonging to the genus Lippia are interesting candidates in pharmaceutical systems for cutaneous
leishmaniasis (CL). The aim of this work was to determine both toxicological and antileishmanial activities of EOs obtained from different
species of Lippia, a widely distributed Colombian plants. BALB/c mice were treated topically or orally with EOs obtained from L. alba
citral chemotype (EO1) and L. origanoides thymol (EO2), carvacrol (EO3) and phellandrene (EO4) chemotypes. The skin irritation, oral
acute toxicity, genotoxicity (comet assay and micronucleus test), liver and renal adverse effects, All the EOs showed a toxicological profile
similar to the normal parameters, except for oils EO2 and EO3 which were irritant and showed some signs of acute oral toxicity at high
concentrations (low concentration were safe). The EO2 showed antiparasitic activity. Low concentrations of the EO could be used safely as
components of pharmacological formulations in CL.
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Resumen: Los aceites esenciales (AEs), pertenecientes al género Lippia, son candidatos interesantes de formulaciones topicas en el
tratamiento de la leishmaniasis cutanea (LC). El objetivo de este trabajo fue determinar el perfil toxicolégico y la actividad anti-Leishmania
de AEs obtenidos de plantas colombianas del género Lippia. Ratones BALB/c fueron tratados topica u oralmente con AEs obtenidos de L.
alba quimiotipo citral (AE1) y de L. origanoides quimiotipos timol (AE2), carvacrol (AE3) y felandreno (AE4). El efecto del tratamiento en
la irritacién de la piel, la toxicidad aguda oral, la genotoxicidad (prueba cometa y microndcleos), los cambios en la funcién hepatica y renal,
la induccion de reaccion de hipersensibilidad de contacto y en la actividad contra L. (V) panamensis y L. (V.) braziliensis fueron
determinados. Todos los AEs presentaron un perfil toxicolégico similar a los parametros normales, exceptuando los aceites AE2 y AE3 los
cuales fueron irritantes y presentaron algunos signos de toxicidad aguda oral al ser utilizados en altas concentraciones (concentraciones
bajas no fueron téxicas). EI AE2 mostrd actividad antiparasitaria en las formas parasitarias evaluadas. Concentraciones bajas de los AEs
podrian utilizarse de forma segura como componentes de formulaciones farmacol6gicas en LC.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es un conjunto de manifestaciones
clinicas producida por protozoarios del género
Leishmania y transmitida a humanos a través de
mosquitos fleb6tomos. Presenta diferentes formas
clinicas que afectan la piel (leishmaniasis cutéanea,
LC), las mucosas y algunas visceras (leishmaniasis
visceral) (Mohamed, 2017). Constituye un problema
de salud publica en 98 paises alrededor del mundo,
donde 350 millones de personas se encuentran en
riesgo,12 millones estan infectadas y1,3 millones de
casos nuevos ocurren anualmente (Patino et al.,
2017). Después de Brasil, Colombia es el pais de
América con mayor incidencia de la enfermedad
reportando10743 de casos en el 2016 de los cuales el
98% eran de LC (Sivigila, 2016). No existe una
vacuna y los tratamientos son pocos, basados
principalmente en el uso de antimoniales
pentavalentes y en caso de falla o contraindicaciones
en la utilizacion de anfotericina B y sus formas
liposomales, pentamidina, miltefosina y
paromomicina. El panorama es menos alentador
debido a que todos ellos pueden presentar
inconvenientes o contraindicaciones, efectos toxicos,
eficacia variable, falla terapéutica y abandono de los
pacientes al tratamiento debido a su aplicacion en
protocolos largos y dolorosos (Saldanha et al., 2000;
Croft et al., 2005; Velez et al., 2009; Ezzine et al.,
2010; Croft et al., 2011).

Las plantas y sus derivados constituyen una
opcién terapéutica interesante en LC. Han sido
utilizadas en la medicina tradicional en formas de
emplastos, lociones, infusiones para curar las heridas
y algunos extractos, aceites esenciales o componentes
de plantas v.g. del género Lippia, Piper, Croton,
Adenia, Cymbopogon y Rosmarinus, han mostrado
actividad anti-Leishmania en el laboratorio (Escobar
et al., 2010; Brito et al., 2013; Leal et al., 2013,
Monzote et al., 2014a; Monzote et al., 2014b; Neira
et al., 2014; Pastor et al., 2015). A pesar de sus
propiedades medicinales, los derivados naturales
pueden causar reacciones en la piel tales como
dermatitis de contacto alérgica o irritante debido a
que pueden promover la liberacion de histamina y
otros  mediadores  inflamatorios, reacciones
fototoxicas y urticaria (Kanerva, 2000; Bleasel et al.,
2002; Fernandes et al., 2007). Igualmente han sido
asociados a casos de intoxicaciones al ser ingeridos
provocando vomitos, convulsiones 'y fiebre
(Averbeck et al., 1990; Tisserand y Young, 2014). La
toxicidad de los bioderivados puede deberse a uno o

Toxicidad de aceites esenciales de Lippia

varios de los componentes quimicos que poseen
(tales como fenoles, aldehidos y alcoholes) y/o la
naturaleza lipofilica de algunos los cuales permiten el
paso a través de las membranas celulares, alterando
su estructura u organizacion dinamica de la bicapa
lipidica, aumentando la permeabilidad, la perdida de
iones, la reduccién del potencial de membrana
mitocondrial, el colapso de la bomba de protones y la
deplecion del ATP (Bruni et al., 2004; Turina et al.,
2006).

El género Lippia  Houst (familia
Verbenaceae) comprende alrededor de 200 especies
distribuidas por Centro y Sudamérica y Africa
Tropical. Son plantas aromaticas, de olor penetrante,
empleadas en culinaria y en medicina popular de
donde se extraen aceites esenciales (AEs) los cuales
han mostrado actividades biologicas diversas, v. g.
antifingicas, antibacterianas, antiparasitaria,
insecticida, fungicida, antiinflamatoria y antioxidante
(Escobar et al., 2010; Stashenko et al., 2013; Vera et
al., 2014). Los AEs son una mezcla de componentes
volatiles, productos del metabolismo secundario de
las plantas, en donde dependiendo de Ila
concentracion de sus compuestos pueden ser
clasificados en quimiotipos. En L. alba se han
encontrado quimiotipos como citral y carvona (en
Colombia), geraniol, trans-S-cariofileno, limoneno y
biciclosesquifelandreno (en Brasil) y linanol en
Uruguay (Lorenzo et al., 2001; Lépez et al., 2011).
En plantas de L. origanoides se han identificado
quimiotipos como el timol, carvacrol, felandreno p-
cymeno/trans-f-cariofileno. Las diversas actividades
biolégicas que presentan los AEs (v. g antioxidante,
antigenotoxica, citotoxica antimicrobiana, antifungica
guimiopreventivas, neurosedante y analgésica)
dependen algunas veces del quimiotipo implicado
(Viana et al., 1998; Puertas-Mejia et al., 2002;
Betancur et al., 2011; Ldpez et al., 2011; Stashenko
et al., 2014). Algunos quimiotipos de AEs han
presentado efectos adversos donde por ejemplo la
administracion intraperitoneal del quimiotipo citral
ha estado asociada con dafio neuroldgico y hepatico
en los animales tratados (Olivero-Verbel et al., 2010).
Es necesario evaluar sus propiedades toxicologicas
(no benéficas) de los productos naturales antes de su
uso.

Existen  organizaciones internacionales
interesadas en la aplicacion de politicas nacionales
que garanticen el desarrollo responsable de
biotecnologias como la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos OCDE la
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cual ha se ha centrado en la evaluacién y valoracion
de productos quimicos que aseguren la salud humana
y la seguridad ambiental (Kearns et al., 2009). Se han
desarrollado protocolos que evaltan la toxicidad y
genotoxicidad en modelos experimentales
determinando la irritacion dérmica (de Oliveira et al.,
2014). Igualmente se ha determinado la fototoxicidad
en lineas celulares (Kejlové et al., 2007; Ceridono et
al., 2012), la hipersensibilidad de contacto HC
(Ceridono et al., 2012), las alteraciones en la funcion
hepética y renal (Liu et al., 2004), la fragmentacion
del ADN por el ensayo cometa alcalino (Llana et al.,
2014) y la formacion de micronicleos (OCDE,
2014).

El objetivo de este trabajo fue determinar la
toxicidad (irritacién dérmica, hipersensibilidad de
contacto,  toxicidad aguda oral,  cambios
histopatologicos, pruebas de funcion renal y
hepatica), genotoxicidad (fragmentacion del ADN) y
actividad anti-Leishmania contra L. (V.) panamensis
y L. (V.) braziliensis de AE obtenidos de cuatro (4)
quimiotipos del género Lippia.

MATERIALES Y METODOS

Aceites esenciales (AE) y reactivos

Se utilizaron AEs obtenidos de plantas colombianas
de L. alba quimiotipo citral AE1, de L. origanoides
quimiotipo timol AE2, quimiotipo carvacrol AE3,
qguimiotipo felandreno AE4. Los AEs fueron
extraidos y caracterizados por el Centro de
Investigacion en Biomoléculas-Centro Nacional de
Investigaciones para la Agroindustrializacion de
especies vegetales aromaticas y medicinales
tropicales (CIBIMOL-CENIVAM) (Stashenko et al.,
2014). El forbolmiristato acetato (PMA, siglas en
inglés), MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difenil-
tetrazolio bromuro], dinitrofluorobenceno (DNFB),
ciclofosfamida (CPA, siglas en ingles), etil metil
sulfonato (EMS), Hoesch 33342 (bisBenzimide),
anfotericina B y medio de cultivo insect Schneider’s
fueron obtenidos de Sigma Aldrich® (St. Louis, MO,
USA) y el dimetilsulfoxido (DMSO) fue obtenido de
Carlo Erba (Rodano, Italia). Las agarosas utilizadas
fueron: agarosa con punto de fusion normal y agarosa
con bajo punto de fusion (Mo Bio Laboratories Ltda,
USA). El medio de cultivo RPMI 1640, suero bovino
fetal (SBF) y tripsina-EDTA fueron obtenidos de
Gibco (Grand Island, NY, USA).

Toxicidad de aceites esenciales de Lippia

Ensayos in vivo

Consideraciones éticas

Los estudios fueron desarrollados de acuerdo con la
guia y protocolos para el cuidado y uso de animales
de laboratorio aprobado por el Comité de Etica
(Codigo D16-00730) de la Universidad Industrial de
Santander.

Animales

Ratones hembras nuliparas BALB/c de 8 a 10
semanas de edad, fueron obtenidos de cepas
endogamicas del Instituto Nacional de Salud (Bogota,
Colombia). Fueron mantenidos en jaulas de
polisulfonato con agua y alimento ad libitum,
fotoperiodo de 12/12 h luz/oscuridad, temperatura y
humedad relativa entre 20-25° C y 55 + 5%
respectivamente. Los animales fueron seleccionados
al azar para conformar los grupos experimentales.

Induccion de irritacion dérmica

El ensayo de induccion de irritacion dérmica fue
realizado siguiendo el método descrito en la guia N.
404 de la OECD con modificaciones (OECD, 2015)
utilizando un solo animal. Los animales fueron
afeitados en el dorso (&rea de 3 x 2 cm) y después de
24 h fueron tratados topicamente con 50 pL de los
AEs. Las reacciones dérmicas fueron monitoreadas 1,
24, 48 y 72 h post tratamiento (pt). Los AESs que
mostraron signos de irritacién fueron evaluados a
concentraciones de 50 y 10%. Los signos de eritema
y/o edema fueron registrados durante 14 dias. El
sacrificio de los animales se realiz6 utilizando
anestésicos (Xilacina y Ketamina, X/K) con posterior
dislocacion cervical (Leary et al., 2013). Se
obtuvieron muestras de piel del sitio de aplicacion
para estudios histopatolégicos. Las reacciones
dérmicas de irritacion (edema y/o eritema) fueron
evaluadas por visualizacion macroscépica diaria
clasificadas como: 0 - ausencia, 1 = ligero, 2 = leve, 3
= moderada, 4 = grave irritacion. Los animales fueron
sacrificados a los 14 dias pt.

Hipersensibilidad de contacto

Fue determinada utilizando la prueba de inflamacién
de la oreja inducido por un agente sensibilizante
basados en Man et al., 2012. Los ratones BALB/c
fueron tratados topicamente en el dorso de los ratones
con los AEs y el control sensibilizante de DNFB
0,5% utilizando una (1) dosis diaria por 2 dias. Una
semana después se aplicd la dosis de reto en una de
las orejas y en la otra oreja se aplico el vehiculo
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(aceite de oliva). Se midi6 el diametro de cada una de
las orejas (mm) utilizando un caliper digital a las 24
y 48 h. Los ratones fueron sacrificados 24 h después
de la dltima medicion con una mezcla X/K y
dislocacion cervical. Las muestras de orejas fueron
cortadas con tijeras quirdrgicas y dejadas en un frasco
con formalina 10% para procesamiento histolégico.

Andlisis histopatolégico en piel

Se realiz6 de acuerdo con el manual de procesos y
procedimientos del Laboratorio de Patologia de la
UIS. Las biopsias de piel en formalina al 10% fueron
sometidas a un proceso de deshidratacion utilizando
una serie soluciones acuosas de menor a mayor
concentracion de alcohol etilico. Posteriormente las
muestras fueron embebidas en blogues de parafina.
Se realizaron cortes histoldgicos de 5 um de grosor
utilizando un  microtomo RM2135 (Leica
Microsystems®) los cuales fueron colocados en
laminas portaobjetos y coloreados con hematoxilina y
eosina (H-E). Los pardmetros histopatoldgicos
analizados microscopicamente fueron: acantosis,
paraqueratosis, espongiosis, exocitosis e infiltracion
dérmica, presencia de eosindfilos, clasificados en: (-)
ausencia, () equivoca, (+) leve, (++) moderado y
(+++) severo segln Shen et al., 2008.

Toxicidad aguda oral

El ensayo fue realizado segln la guia N°. 423 de la
OECD con modificaciones (OECD, 2002). Los
ratones (n = 3/grupo) fueron tratados con una dosis
méaxima de 2000 mg/Kg. La variacién en el peso (g),
los cambios en el comportamiento y disminucién en
la ingesta de alimento fueron registrados. Se
determin6 la concentracion de urea (BUN, mg/dL),
fosfatasa alcalina (FA, U/L) y aspartato
aminotransferasa (AST/GOT, U/L) en suero
utilizando pruebas comerciales. Los ensayos fueron
validados utilizando sueros control de bioquimica
(Biosystems, Barcelona, Espafia).

Después del sacrificio se recolectaron biopsias de
higado, rifdn y bazo las cuales fueron fijadas en
formalina 10%. Las muestras fueron analizadas
microscOpicamente por dos observadores
independientes. Se determind la presencia o ausencia
de aglomeraciones capilares, fibrosis y necrosis en el
higado; las alteraciones en la arquitectura de las
pulpas esplénicas y la formacion de granulomas en el
rifion.

Toxicidad de aceites esenciales de Lippia

Genotoxicidad

Los ensayos fueron realizados siguiendo la guia N°
747 de la OECD con modificaciones (OECD, 2014).
Los ratones (n=3/grupo) fueron tratados oralmente
con una dosis diaria de 100 mg/Kg por 14 dias. Como
control de genotoxicidad se utilizé la CPA y el EMS
a 50 y 300 mg/Kg, respectivamente por via
intraperitoneal. Los ratones fueron sacrificados con
una mezcla X/K segun lo descrito anteriormente. Se
realiz puncion cardiaca para la obtencion de sangre
total para el ensayo cometa. Los fémures fueron
removidos para la obtencién de medula 6sea para la
prueba de micronucleos.

Ensayo cometa alcalino

Se realiz6 teniendo en cuenta el protocolo descrito
por Tice et al., 2000 con algunas modificaciones
(Neira et al., 2016). Una muestra de sangre (30 pL)
fue mezclada con agarosa de bajo punto de fusion
0,5% (p/v) PBS, pH 7,4 a 37° C y adicionada sobre
una lamina portaobjeto previamente cubierta con
agarosa normal al 1,5% en PBS pH 7,2 por 20 min a
4° C. Posteriormente las Id&minas se colocaron en
solucién de lisis por 24 h y fueron sumergidas en la
solucion tampon alcalina pH > 13 a 4° C durante 30
min. Después de este periodo, se inicio la
electroforesis a 25 /300 mA durante 30 min. Las
laminas fueron inmersas en la solucién tampdn de
neutralizacién (pH 7,5). Las laminas fueron
analizadas en el microscopio de epifluorescencia
(Nikon eclipse E400, filtro UV2A, Ex:330-380, DM:
400, BA:420) utilizando como colorante de ADN, 10
pg/mL de Hoesch 33342 (Sigma-Aldrich®). Se
tomaron registros utilizando una camara fotogréafica
(Nikon Coolpix P600, Japan).

Los resultados fueron expresados como la
fragmentacién de ADN por medio del analisis visual
de los cometas (recuento de 100 nucleos/por cada
animal), basandose en la clasificacion de 0 a 4 de
acuerdo con la intensidad de fragmentacion, donde 0
(sin dafio) y 4 (dafio severo). El indice de dafio (ID)
fue calculado de acuerdo a lo propuesto por
(Jatoszynski et al., 1997) a partir de la formula. ID =
N° de células de (clase 1x1) + (clase 2x2) + (clase
3x3) + (clase 4x4)/total de células analizadas. A
partir del ID se calcul6 el porcentaje de dafio total de
ADN.

Ensayo de micronucleos en médula dsea
Las epifisis de los fémures fueron cortadas y se
realizaron lavados con jeringa conteniendo SBF en
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tubos conicos plasticos. La suspension  fue
homogenizada y centrifugada a 1000 rpm durante 10
min. El sobrenadante fue removido y el sedimento
fue suspendido en 50 pL de SBF. Se realizaron
extendidos en ldminas portaobjetos las cuales fueron
fijadas con metanol y coloreadas con Giemsa. Las
laminas fueron analizadas al microscopio de luz. Para
cada lamina, se contaron 1000 células. La frecuencia
de microndcleos fue evaluada en 1000 eritrocitos
policrométicos EPC.

Ensayos in vitro

Células y parasitos

Promastigotes de L. V) panamensis
(MHOM/PA/71/LS94) 'y L. (V.) Dbraziliensis
(MHOM/BR/75/M2903) fueron cultivados en medio
de cultivo celular Schneider suplementado con 10%
de SBFi a 28° C. Las celulas de monocitos
leucémicos humanos, THP-1 (ATCCTIB-202) se
mantuvieron en medio de cultivo RPMI 1640
suplementado con 10% de SBFi a 37° C, 5% de CO;
y 95% de humedad. Los amastigotes intracelulares de
fueron obtenidos infectando las células THP-1
diferenciadas con PMA con promastigotes en fase
estacionaria de crecimiento, en una proporcion
parasito: célula de 5:1 por 48 h.

Ensayos de susceptibilidad

Las células THP-1, los promastigotes y amastigotes
de Leishmania fueron tratados con dilusiones
seriadasl:3, por cuadruplicado, de los AEs (3,7-100
pug/mL). Células y parasitos control fueron
mantenidas sin AE. La toxicidad en células fue
determinada por el método de colorimétrico de MTT
por espectrofotometria utilizando un lector de
microplacas (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO)
y una longitud de onda de 580 nm. El porcentaje de
citotoxicidad fue calculado mediante la férmula:
Porcentaje de citotoxicidad = 100* (DO grupo
control - DO grupo tratado)/DO grupo control. La
inhibicion del crecimiento de los parasitos fue
determinada microscépicamente, en promastigotes
por conteo directo de parésitos vivos y muertos en
camara de Neubauer y en amastigotes por conteo de
células infectadas y no infectadas en preparaciones
fijadas con metanol y coloreadas con Giemsa. Los
ensayos fueron repetidos dos veces. La actividad de
los AEs en células fue expresada como la
concentracion citotoxica para el 50% de las células
(CCsp) Y en los paréasitos como la concentracion que
inhibe el crecimiento de 50% de los parésitos (CEsp).

Toxicidad de aceites esenciales de Lippia

Estos valores fueron calculados por regresién
sigmoidal utilizando el software MsxIfitTM(ID
Business Solution,UK). El indice de selectividad (1S)
fue  determinado dividiendo la  CCso/CEsp
(células/parasitos). La actividad de los AEs con un IS
de tres o superior fue considerada selectiva contra los
parasitos.

Anélisis estadistico

Se utiliz6 la prueba de ANOVA de una via para
comparar los diferentes grupos. Un valor de p < 0,05
fue considerado estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Irritacion dérmica

El tratamiento con los aceites AE2 y AE3 al 100%
(sin diluir) indujo eritema y edema de severo a grave
en la zona expuesta de los ratones observandose en
las primeras 24 h un enrojecimiento de la piel,
seguido de la formacion de costra a los7 dias pt y
persistencia de la lesion hasta el dia 14 pt como se
muestra en la Figura 1. A una concentracion menor
(del 50%) los dos AEs mostraron un ligero
enrojecimiento en la zona de exposicién las primeras
24 h, efecto que posteriormente fue reversible. Al
10%, estos aceites (AE2 y AE3) no fueron irritantes.

El tratamiento topico con los aceites AE1 y
AEA4 no fue irritante en ninguna concentracion.

A nivel histopatolégico, el tratamiento con
los aceites AE2 y AE3 indujo severas alteraciones en
las capas de la piel como la acumulacién de fibrina y
leucocitos  (impétigo),  visualizacion de los
desmosomas  (espongiosis), aumento en la
proliferacién celular (acantosis), nudcleos en las
células del extracto corneo (paraqueratosis) e
invasion de leucocitos (exocitosis) en la epidermis.
En la dermis se observo la dilatacién de los capilares
sanguineos y alteraciones en las fibras dérmicas, sin
embargo, la capa basal de la epidermis fue mantenida
indicando la reepitelizacion de esta capa y
reversibilidad de los efectos. El tratamiento con los
aceites AE1 y AE4 no indujo alteraciones en las
capas de la piel, siendo considerados como AES no-
irritantes (Ver Tabla N° 1 y Figura N° 2).

Hipersensibilidad de contacto

Ninguno de los AEs mostr6 signos de engrosamiento
de las orejas después de la dosis reto. Contrariamente,
el reto con el control positivo (DNFB) indujo
engrosamiento de 0,85 + 0,1 mm vs 0,13 + 0,02 mm,
formacién de eritema, costra y una exacerbacion de la
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respuesta inflamatoria. Después de 48 a 72 h, la indicando la existencia de hipersensibilidad. También
respuesta disminuy6. El tratamiento con DNFB se observo incremento de la permeabilidad vascular
indujo un aumento del infiltrado leucocitario en la resultando en extravasacion de eritrocitos y edema
dermis y epidermis y espongiosis en la ldmina basal. papilar dérmico con deposicion de fibrina en la
Se observaron eosinodfilos en la dermis y epidermis dermis reticular (Figura N° 3).

Post tratamiento

24 h 7d 14 d

AElL

AE2

AE3

AE4

Figura N° 1
Visualizacién y seguimiento de los efectos los AEs (al 100%6) sobre la piel de los ratones BALB/c
Las flechas indican las zonas de la piel expuestas a los AE2 y AE3 que mostraron signos de irritacion (eritemay
formacion de costra). EI AEly el AE4 no muestra efectos adversos en la piel.

TablaN° 1
Caracteristicas histologicas de piel de raton BALB/c tratados via tépica con los AEs
La tabla muestra las alteraciones histopatoldgicas observadas en las capas de la dermis y la epidermis

AEs IM ES PQ EX AC DC Otros

AE1l - - - - - - Ninguno
AE2 +++ o+t ++ ++ +++ +++ Formacién costra
AE3 Formacion costra
AE4 - - - - - Ninguno

IM: impétigo, ES: espongiosis, PQ: paraqueratosis, EX: exocitosis, AC: acantosis, DC:
dilatacion de capilares. Parametros histologicos evaluados semi-cuantitativo (-, ausencia;
+/-, inequivoco; +, leve; ++, moderado; +++ severo). Los valores fueron obtenidos de las
areas histoldgicas mas dominantes. pt: post tratamiento
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Piel Irritada

Piel Normal
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Figura N° 2
Cortes histoldgicos de piel de raton BALB/c tratados con los AEs.
A. La primera fila muestra alteraciones histopatoldgicas de las capas de la piel (epidermis, dermis e
hipodermis), observando en la epidermis PQ: paraqueratosis, AC: acantosis, ES: espongiosis y en la
dermis EX: exocitosis leucocitaria producidas por el AE2 en una sola dosis al 100% en aumentos de

100 y 400x.

B. La segunda fila muestra las capas de la piel normal (epidermis, dermis e hipodermis) sin alteraciones

en aumentos de 100 y 400x.

Toxicidad aguda oral
Utilizando una dosis mé&xima oral de 2000 mg/Kg los
aceites AE2 y AE3 mostraron toxicidad. EI AE3
mostro signos de toxicidad ligera en el momento de
administrar la dosis observandose desorientacion en
el comportamiento de los animales en las primeras 8
h, normalizandose el efecto 24 h pt. Después del
tratamiento con el aceite AE2 uno de los ratones
murié una hora pt. El resto presentaron signos de
aturdimiento por 8 h normalizdndose 24 h pt.

Los animales tratados con los aceites AE1 y
AE4 no mostraron signos clinicos asociados a efectos

toxicos sistémicos registrandose un 100% de
supervivencia. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el peso de los
animales antes y después del tratamiento (peso de
22,47 £0,9 g versus 22,74 £ 1,0 g ) No se observaron
signos de dolor ni alteraciones en el comportamiento
durante los dias de tratamiento. El peso y el consumo
de alimento diario fue el esperado denotando
bienestar de los mismos. El analisis macroscépico de
los 6rganos no mostrd ninguna alteracion, presentado
un aspecto normal.
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Figura N° 3
Hipersensibilidad de contacto en el modelo murino BALB/c.
A. La gréafica muestra las mediciones del grosor de las orejas los dias 1, 2 y 3 post dosis reto de los AEs.
Diferencias significativas p<0,001 fueron encontradas entre el grupo control DNFB con respecto los
ratones tratados con AEs.

B. B. Enel recuadro, la primera foto muestra cortes histolégicos de orejas de ratones tratados con
DNFB observandose alteraciones histopatolégicas como ES: espongiosis, IL: infiltrado leucocitario y

eritrocitario y presencia de eosinofilos >15 células/campo. la segunda foto muestra la estructura

normal microscopica de orejas tratadas con el vehiculo aceite de oliva. Visualizacion de las
fotografias a 100x de aumento.

Se encontraron niveles normales de urea (entre 34,16
a 70 mg/dL) y de la transaminasa AST/GOT (valores
entre 69,55 a 80,10 U/L) en suero después del
tratamiento oral con los AEs. Después del tratamiento
con los aceites AE2 y AE3 se observaron niveles
elevados de FA con valores de 82,32 y 559,80 U/L

respectivamente (valor normal de 23,95 a 55,46 U/L).
Este resultado sugiere un posible dafio hepatico
transitorio. En las biopsias de dérganos no se
observaron alteraciones histopatoldgicas (Figura N°
4).
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Figura N° 4
Toxicidad aguda en ratones BALB/c expuestos a una sola dosis de 2000 mg/Kg
A. En la primera columna se observan cortes histolégicos de higado, rifion y bazo donde no se observan
alteraciones en las estructuras a 400 y 1000x de aumento
B. B. En la segunda columna se muestran las concentraciones en suero de las enzimas hepaticas
(AST/GOT y fosfatasa alcalina FA) y el metabolito urea, indicadores de dafio hepatico y renal
* Diferencias significativas p < 0,05
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Ensayos de genotoxicidad

El esquema de tratamiento utilizado en este estudio
(100 mg/Kg por 14 dias/via oral) no indujo
alteraciones fisicas como pérdida o aumento de peso
ni signos de dolor. El tratamiento indujo un dafio leve
en el ADN con valores de dafio entre el 23 y 30%. El
dafio inducido por el control positivo (CPA+EMS)
fue tres veces mayor (74,9 % 3,2%) con diferencias
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significativas (p < 0,001) entre ellos (Ver Figura N°
5).

Los AEs no mostraron formacién de
micronucleos en eritrocitos policromaticos de medula
O0sea. En contraste, el control positivo de
genotoxicidad CPA+EMS mostro una frecuencia de
175 £+ 18,8 MN en 1000 eritrocitos policromaticos
EPC.
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Figura N° 5

Efectos genotoxicos producidos por los AEs utilizando el ensayo cometa y micronucleos.

A. La primera columna muestra la fragmentacion de las células sanguineas producida por el control
genotoxico CPA+EMS en contraste con el efecto producido por los AEs. En la segunda columna, se observan
extendidos de medula 6sea en donde se observan en la parte superior indicando por las flechas eritrocitos
policromaticos con MN, mientras que, en la foto inferior, no se observan MN en los ratones tratados con
AEs. Las fotografias fueron tomadas a 1000x.

B. Las gréaficas muestran el porcentaje de dafio el ADN y el nUmero de MN inducido con el tratamiento con
AEs. *Diferencias significativas p<0,001 fueron encontradas entre el grupo control CPA+EMS con respecto
los ratones tratados con AEs

Actividad contra Leishmania y células THP-1

Todos los AEs fueron activos contra las formas
extracelulares de L. (V.) braziliensis. Los aceites AE1
y AE2 mostraron ademas actividad contra la forma
intracelular del parésito siendo 2,8 y 3,4 veces mas
selectivo para el parasito que para las células (Ver IS
Tabla N° 2). EI AE2 mostr6 mayor actividad contra
amastigotes intracelulares de L. (V.) panamensis. La

anfotericina B mostr6 mayor actividad antiparasitaria
contra amastigotes intracelulares de L. (V.)
braziliensis que contra L. (V.) panamensis con IS de
196 y 32, respectivamente. Los AE mostraron efectos
toxicos en las células THP-1 siendo del mas toxico al
menos téxico AE1>AE3>AE2>AE4 (Ver Tabla N°
2).
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Tabla 2
Actividad bioldgica de aceites esenciales del género Lippia contra parasitos de Leishmaniay células THP-1.
CE CcC
50 50
(ug/mL%DS) (ug/mL+SD)
Acem_-:- L. (V.) panamensis L. (V.) braziliensis
esencial THP-1
Amastigotes IS Promastigotes IS Amastigotes 1S

AE1 6387+62 04 8,88 + 1,84 2,9 919+21 28 2627407
AE2 42,66 + 2,0 12 039+0079 1347 1543+09 34 b5255+81
AE3 8920+42 95  057+0037 767 >100 ND 4372410
AE4 >100 ND  1118+163 68 >100 ND 7630175
AmB 0,49+0,18 32 ND ND 0,08+0,1 196 15,73+1,2

AmB: anfotericina B; CEso: concentracién efectiva 50; CCso’: concentracién citotéxica 50; DS:
Desviacion estandar; ND: No determinado; IS: Indice de selectividad

DISCUSION

Los compuestos naturales derivados de plantas
constituyen una alternativa en el tratamiento de la LC
solos 0 como componentes de formulaciones de uso
topico o sistémico. En el disefio de un bioproducto es
importante tener en cuenta no s6lo la capacidad que
tienen sus componentes de inhibir o destruir los
paréasitos de Leishmania sino el riego de producir
reacciones adversas.

En este trabajo se encontr6 que aquellos AEs
compuestos mayoritariamente por timol y carvacrol
(aceites AE2 y AE3) fueron irritantes en piel. La
composicion de estos AEs, determinada en un trabajo
previo (Stashenko et al., 2014), mostré que el AE2
estaba compuesto mayoritariamente por timol 54,5%,
y-terpineno 5,0%, acetato de timilo 4,8%, trans-f-
cariofileno 2,4% y el AE3 por carvacrol 46,2%, p-
cimeno 12,0%, timol 9,9 y y-terpineno 9,5%. En otro
estudio, la aplicacion tépica de AEs obtenidos del
Thymus vulgaris (compuesto mayoritariamente de
timol y carvacrol) y del componente mayoritario
carvacrol (10 mg/en cada oreja) no indujeron un
efecto irritante en la piel de los animales, sin
embargo, la administracion tépica del timol utilizado
en esta misma concentracion indujo un efecto
irritante con liberacion de histamina y enzimas
proinflamatorias (Fachini-Queiro et al., 2012). Ha
sido demostrado que el efecto irritante de timol es
similar al causado por un AE obtenido de Croton

causando dafio celular y activacion de la fosfolipasa
A2 con posterior liberacion del &cido araquiddnico y
produccién de prostaglandinas por COX-1 y COX-2
y leucotrienos por la 5-lipoxigenasa los cuales son
mediadores inflamatorios implicados en el edemay la
migracion de leucocitos (Kremmyda et al., 2011;
Fachini-Queiro et al., 2012). Adicionalmente, la
utilizacion topica de algunos AEs obtenidos de L.
sidoides (compuesto por timol 70,97% vy carvacrol
0,3%) han sido irritantes mostrando un aumento en el
grosor de la piel, formacién de edema y eritema,
perdida de hidratacion y elasticidad. Menores
concentraciones de estos AEs (al 12% por 7 dias)
reducen los efectos mostrando solo una ligera
formacion de edema y eritema la cual es reversible
(de Oliveira et al., 2014; Veras et al., 2013). En este
trabajo los aceites AEL1 y AE4 (los cuales no
contienen timol) no fueron irritantes al aplicarlos
puros sobre la piel de los animales. EI AE1l esta
compuesto principalmente por el trans-p-cariofileno
11,3%, p-cimeno 11,2%, o-felandreno 9,9%,
limoneno 7,2% y el AE4 por trans-pg-cariofileno
11,3%, p-cimeno 11,2%, a-felandreno 9,9%,
limoneno 7,2%, B-felandreno 6,5% (Stashenko et al.,
2014).

Existen pocos trabajos que muestran los
efectos adversos de los AEs del género Lippias al ser
ingeridos. En este trabajo una dosis limite de 2000
mg/Kg con el AE3 mostré una taza de sobrevivencia
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del 50%, los otros AEs fueron seguros. Los animales
no mostraron alteraciones en los perfiles bioquimicos
en suero ni en los parametros histopatoldgicas a
excepcion de los ratones tratados con el aceite AE3
gue mostraron un ligero incremento de la fosfatasa
alcalina. Estos resultados concuerdan con un
experimento realizado en ratas Wistar, donde después
del tratamiento con una dosis Unica oral de 120
mg/kg de un AE obtenido de L. origanoides
(compuesto por carvacrol 29,0%, o-cymene 25,6%,
metil timil éter 13,8%) los animales no mostraron
alteraciones  hematolégicas,  bioguimicas  ni
histopatologicas (Andrade et al., 2014). En otro
estudio, ratones tratados via oral con una sola dosis
(1500 mg/Kg) de un AE de L. alba quimiotipo citral
(compuesto por geranial 45,3%, neral 30,23% pB-
farnesol 7,78%, cariofileno 2,85%) mostrd una taza
de sobrevivencia del 60%. Dosis menores (de 300 y
900 mg/Kg) mostraron una sobrevivencia del 100%
con signos leves de ataxia, letargia, salivacion y
convulsiones transitorias. Los autores sugieren que el
efecto producido por este quimiotipo sobre el sistema
nervioso central podria deberse a la actividad
inhibitoria del citral sobre la sintesis del &cido
retinoico, metabolito esencial para la diferenciacion y
desarrollo neuronal (Zhang et al., 2009; Aular et al.,
2016).

Uno de los mayores inconvenientes del uso
de los AEs es la dermatitis de contacto alérgica. Esto
ha sido reportado en personas que manipulan
productos cosméticos y fragancias a base de AEs
tales como el AE de cananga, lavanda, citronela
(lemongrass) entre otros (Bleasel et al., 2002). Este
efecto adverso ha sido demostrado en ensayos
utilizando parches dérmicos conteniendo mezclas con
fragancias a base de citral, geraniol y farsenol entre
otras (Mowitz et al., 2017). La evaluacién del citral
como fragancia al 2% en parches ha mostrado
irritacion y alergia en humanos (Heydorn et al.,
2003). En el presente estudio los ratones
sensibilizados con los AEs no indujeron signos (ni
macro ni microscopicos) de dermatitis de contacto
después del reto. Estos resultados concuerdan con
otros estudios en los cuales algunos de los
componentes de los AEs estudiados (como el timol y
carvacrol) han mostrado actividades, al contrario,
propiedades antialérgicas actuando como agonistas
de receptores en neuronas sensoriales (Mihara y
Shibamoto, 2015). Ademé&s el carvacrol ha sido
estudiado como antiinflamatorio en modelos murinos
reduciendo la formacién de edema al utilizarse a 50

Toxicidad de aceites esenciales de Lippia

mg/Kg oralmente (Silva et al., 2012). Igualmente el
citral como compuesto mayoritario del AE de Litsea
cubeba ha mostrado actividad inmunosupresora en
células dendriticas derivadas de medula Osea
inhibiendo la HC en ratones inducida por DNFB
disminuyendo la liberacion del factor de necrosis
tumoral (TNF)-o y la interleuquina IL-12 (Chen et
al., 2016). El modelo murino utilizado en el presente
trabajo sirve como marco para el entendimiento de
este tipo de alergia en los humanos, siendo
considerado por varios autores como un modelo
confiable para evaluar la dermatitis de contacto
alérgica (Kaplan et al., 2012; Rose et al., 2012). Se
conoce que el DNFB (control positivo utilizado en
este estudio) induce una reaccién de hipersensibilidad
tipo IV mediada por células T en ratones
observandose  histoldgicamente una  dermatitis
espongidtica con severo grado de edema intra e
intercelular debido a la potente respuesta inmune que
induce el DNFB 72 h después del reto (Cho y Hough,
1986; Taylor, 1986, Rose et al., 2012). Estos mismos
resultados fueron encontrados en este estudio.

Los AEs del género Lippia no indujeron la
fragmentacién del ADN ni la formacién de
microndcleos encontrandose sélo valores minimos
los cuales son considerados como basales (Neira et
al., 2016). Estudios de genotoxicidad in vitro han
sido realizados utilizando otros AES Yy sus
componentes mayoritarios. Utilizando el método de
SOS cromotest (que mide mutagenicidad), uno de los
componentes del AE de L. alba, el limoneno, mostré
actividad genotoxica en dosis entre 97 y 1549 mM,
sin embargo tanto el AE como otro de sus
componentes el citral no fueron genotoxicos (Lopez
et al., 2011). Por el contrario, algunos AEs del género
Lippia, especialmente AEs obtenidos de L.
origanoides quimiotipos carvacrol y timol, han
mostrado efecto genoprotectivo contra el dafio en el
ADN inducido por radiacion ultravioleta (Quintero et
al., 2017). Por otro lado, ensayos encaminados a
implementar los AEs y sus componentes como
conservantes en alimentos mostraron su inocuidad,
donde dosis orales de 81 a 810 mg/Kg de carvacrol
no promovieron efectos genotoxicos o dafio oxidativo
del ADN en ratas (Llana et al., 2016). Con respecto a
los resultados encontrados con los controles de
genotoxicidad utilizados en el presente estudio, CPA
y EMS, los cuales ademas son los establecidos en las
guias internacionales de evaluacion de sustancias
guimicas (OCDE, 2014; OCDE, 2016), los resultados
encontrados fueron los esperados garantizando de
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esta manera la capacidad de la técnica al detectar
especificamente los dafios en el ADN y no los efectos
toxicos de muerte celular que pudieran presentarse.
Los anterior es importante ya que esta diferencia es
necesaria en la interpretacion de los resultados
(Vasquez, 2010).

Con relacién a la actividad anti-Leishmania,
el AE2 (quimiotipo timol) fue el que mejor actividad
mostré contra las diferentes formas parasitarias
evaluadas con IS en promastigotes y amastigotes
intracelulares de L. (V.) braziliensis de 134,7 y 3,4
respectivamente. Este efecto no fue observado en
L.(V.) panamensis sugiriendo una actividad
dependiente de la especie de Leishmania evaluada
(Escobar et al., 2010). Ensayos posteriores in vivo
con este quimiotipo utilizando concentraciones no
toxicas son necesarios. La actividad anti-Leishmania
de los AEs ha sido demostrada en una amplia
variedad de AEs como Cinnamodendron dinisii,
Matricaria chamomilla, Myroxylon peruiferum,
Salvia sclarea, Bulnesia sarmientoi, Ferula
galbaniflua, Siparuna guianensis y Melissa
officinalis (Andrade et al., 2016). Ensayos en ratones
BALB/c infectandos con L. (L.) amazonensis
mostraron la efectividad del tratamiento con un AE
obtenido de Chenopodium ambrosioides (30
mg/kg/14 dias intralesional) la cual fue mayor que los
tratados con Glucantime (28 mg/kg). En este trabajo
el tratamiento con sus componentes mayoritarios
(ascaridol, carvacrol y oxido de cariofileno) no fue
efectivo (Monzote et al., 2014a).

CONCLUSION

En este trabajo se demostré que el tratamiento tdpico
con los AEs obtenidos de L. origanoides quimiotipos
timol (AE2) y carvacrol (AE3) actan como agentes
irritantes al aplicarlos puros, mostrando signos de
toxicidad aguda al administrarlos via oral.
Concentraciones bajas de estos AEs podrian utilizarse
de forma segura en el caso de formulaciones
farmacoldgicas para el tratamiento de la LC u otras
enfermedades de la piel y para aditivos en alimentos.
Los aceites AE1 y AE4 no fueron toxicos a las
concentraciones evaluadas. El AE2 fue el quimiotipo
gue mostré una mayor actividad antiparasitaria in
vitro.
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